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Abstract 
A study on the influence of abiotic factors in producing protease by bacterial isolates M1-23 
was conducted from May 2013 to December 2013 in the  Laboratory of Microbiology, 
Department of  Biology, Andalas University, Padang. This study aimed to find optimal 
conditions by isolate M1-23 to produce protease. This study consists of two stages. First stage 
used to produce the best protease and the second used to increase enzim homogenity. The result 
showed that the highest enzyme activity was  at medium temperature 55
0 
C and pH 7.5. The best 




Negara industri maju banyak menggunakan 
enzim untuk menunjang  bioteknologinya, 
baik untuk sarana maupun analisis (Falch, 
1991). Salah satu enzim yang digunakan 
adalah protease. Protease banyak 
dimanfaatkan dalam penelitian biokimia, 
biologi molekuler maupun industri 
(Wahyuntari, 2005), banyak dihasilkan oleh 
genus Bacillus (Fuad et al., 2004). Industri 
yang memanfaatkan enzim ini  adalah 
industri deterjen, kulit, tekstil, pengolahan 
limbah, makanan dan farmasi (Enggel et 
al., 2004). Oleh karena itu, tidak 
mengherankan apabila protease yang 
digunakan mencapai 60% dari total enzim 
yang diperjualbelikan diseluruh dunia (Rao 
et al., 1998). Aktivitas enzim dipengaruhi 
oleh suhu, pH dari lingkungan tempat 
enzim bekerja, konsentrasi substrat, 
aktivator dan inhibitor enzim. Menurut 
Brock (1986) perubahan pH menyebabkan 
terhentinya aktivitas enzim akibat dari 
proses denaturasi dan peningkatan suhu 
juga  meningkatkan kecepatan reaksi, pada 
suhu terlalu tinggi akan menyebabkan 
denaturasi enzim. 
Protease alkali merupakan jenis 
protease yang paling banyak diaplikasikan 
dalam bidang industri (Akdiya, 2003). 
Bakteri termofilik menghasilkan enzim 
alkali protease. Salah satu strategi untuk 
meningkatkan produktivitas enzim dari 
mikroorganisme termofilik yaitu dengan 
optimasi komposisi media dan kondisi 
tumbuhnya (Winarno, 1995). Bakteri 
termofil menghasilkan enzim termostabil. 
Untuk meningkatkan produksinya perlu 
dilakukan optimasi seperti suhu, pH, dan 
agitasi. 
 
Metodologi  Penelitian 
 
Metoda yang digunakan dalam penelitian 
ini adalah metoda eksperimen, ral dengan 
rancangan acak lengkap. Tahap I, Efek suhu 
inkubasi  dan pH medium terhadap aktivitas 
enzim menggunakan rancangan acak 
lengkap pola faktorial (4x4) dengan 2 
ulangan, tahap II, Efek agitasi terhadap 
aktivitas enzim menggunakan rancangan 
acak lengkap 4 perlakuan dengan 6 
ulangan. 
 
Hasil dan Pembahasan 
 
Dari penelitian yang telah dilakukan 
tentang pengaruh faktor abiotik terhadap 
isolat bakteri   MI-23 penghasil protease 
alkali didapatkan hasil sebagai berikut :  
Efek suhu inkubasi dan pH medium 
terhadap isolat bakteri M1- 23 
Hasil pengujian efek suhu inkubasi dan pH 
medium terhadap isolat bakteri M1-23  
secara statistik menunjukkan perbedaan 
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yang nyata dimana F hitung perlakuan > F 
tabel. Interaksi faktor suhu inkubasi dan pH 
medium berdasarkan uji Duncan’s disajikan 
pada Gambar 1.  
                
 
Gambar 1. Efek suhu inkubasi terhadap 
produksi protease. 
 
Gambar 1 menunjukkan bahwa perlakuan 
suhu 55
0
C dan pH 7,5 memiliki aktivitas 
enzim paling tinggi dan berbeda nyata 
dengan perlakuan lainnya. Perlakuan suhu 
50
0
C dan pH 7,5 memiliki aktivitas enzim 
tinggi dan berbeda nyata dengan perlakuan 
lainnya. Perlakuan suhu 50
0
C dan pH 9,0  
memiliki aktivitas paling rendah tetapi tidak 
berbeda nyata dengan perlakuan suhu 50
0
C 
dan pH 8,5. 
Gambar 1 menunjukkan bahwa 
produksi protease mengalami peningkatan 
seiring dengan kenaikan suhu inkubasi, dan 
setelah suhu optimum produksi protease 
tercapai maka laju katalitik enzim 
mengalami penurunan. Selain itu Gambar 1 
juga menunjukkan bahwa isolat bakteri M1-





C. Laju reaksi optimum pada 
suhu 55
0
C dan laju reaksi enzimatis 
mengalami penurunan pada suhu diatas 
55
0
C bahkan bisa mengakibatkan enzim 
kehilangan aktivitasnya. Menurut Pelczar et 
al., (1986) mulai pada suhu rendah, 
aktivitas enzim bertambah dengan naikknya 
suhu sampai aktivitas optimumnya dicapai.  
Pada suhu tinggi enzim yang 
dihasilkan lebih banyak dibandingkan 
dengan suhu rendah. Enzim diproduksi 
lebih banyak setelah mencapai suhu 
optimum yaitu pada suhu 55
0
C. Dan setelah 
mencapai suhu optimum aktivitas enzim 
mengalami penurunan.  Penelitian Agustien 
(2010), menyatakan bahwa efek suhu dan 
pH terhadap Bacillus agri A-03 dalam 
produksi protease alkali dan keratinase 
menunjukkan aktivitas enzim tertinggi pada 
suhu 55
0
C. Menurut Moat dan Foster 
(1995), suhu merupakan faktor penting bagi 
pertumbuhan mikroorganisme. El-Refai et 
al., (2005) melaporkan produksi keratinase 
maksimum dari Bacillus pumilus F9 
dihasilkan pada suhu inkubasi 55
0
C dengan 
nilai aktivitas enzim paling tinggi. 
Penelitian yang telah dilakukan oleh 
Kurniawan (2011), didapatkan hasil bahwa 
aktivitas protease dari Bacillus  TPT-20 
pada suhu 55
0
C menunjukkan aktivitas 
yang paling tinggi. Produksi enzim dibawah 
suhu optimum menunjukkan berkurangnya 
nilai aktivitas enzim protease. Walstra et 
al., (2006) juga melaporkan bahwa aktivitas 
protease dari Bacillus sp. Strain SMIA-2 
termofilik memberikan aktivitas enzim 
tertinggi pada suhu 55
0
C.  
Johnvesly dan Naik (2001), 
melaporkan bahwa Bacillus sp. JB99 dapat 
tumbuh dan menghasilkan protease alkali 
pada rentang suhu yang luas antara 30– 
60
0
C dengan protease maksimum 
dihasilkan pada suhu optimum 55
0
C. 
Peningkatan suhu yang melebihi suhu 
optimum menyebabkan lemahnya ikatan 
didalam enzim. Pada suhu maksimum 
enzim akan terdenaturasi karena struktur 
protein terbuka dan gugus non polar yang 
berada di dalam molekul menjadi terbuka 
keluar, kelarutan protein di dalam air yang 
polar menjadi turun, sehingga aktivitas 
enzim juga akan turun (Lehninger, 1982). 
Adinarayana et al., (2003) 
melaporkan aktivitas optimum protease 
Bacillus sp. 31 menunjukkan aktivitas 
tertinggi pada suhu 60°C karena asal isolat 
Bacillus sp. 31 berasal dari Sumber air 
panas Maribaya yang mempunyai suhu 
tinggi. Berbeda dengan penelitian lainnya 
menyatakan alkalin protease dari B. subtilis 
PE-11, Bacillus sp. APR-4 (Nakanisi et al., 
2008) dan Bacillus sp. B21-2 yang 
mempunyai aktivitas optimum pada suhu 
60°C. Alkalin protease dari B. 
stearothermophillus AP-4 aktivitas 
optimumnya terjadi pada suhu 55°C 
(Vidyasagar et al., 1994). Menurut Glazer 
dan Nikaido (1995) jenis mikroorganisme 
yang berbeda sering menghasilkan enzim 
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yang sama reaksi katalitiknya, tetapi 
menghasilkan aktivitas yang berbeda. 
Aktifitas enzim yang berbeda 
kemungkinan disebabkan jumlah enzim dan 
sekuen asam amino yang dihasilkan. 
Menurut Suhartono (1991) aktivitas 
protease dari mikroorganisme dipengaruhi 
oleh jumlah enzim dan sekuen asam amino 
dari enzim  yang dihasilkan. Naiola dan 
Widhyastuti (2007) melaporkan bahwa 
Bacillus sp. mampu menghasilkan protease 





laju reaksi katalitik optimum pada suhu 
55
0
C dan penurunan laju reaksi enzimatis 
terjadi pada suhu diatas suhu 55
0
C. Hal ini 
disebabkan enzim mengalami denaturasi 
sehingga terjadi perubahan konformasi pada 
suhu yang terlalu tinggi sehingga substrat 
terhambat dalam memasuki sisi aktif enzim. 
Sedangkan pada suhu inkubasi yang sangat 
rendah dapat mengakibatkan kecilnya 
energi kinetik yang dihasilkan sehingga 
bisa menurunkan intensitas antara enzim 
dan substrat.  
        
  
Gambar 2. Efek pH medium terhadap produksi 
protease. 
 
Gambar 2 menunjukkan bahwa 
produksi protease  menghasilkan enzim 
pada rentang  pH 7,5 sampai dengan pH 9,0 
dengan pH medium optimum pH 7,5 
dengan aktivitas protease 27,17 U/ml. 
Widhyastuti (2007) melaporkan bahwa 
Bacilllus licheniformis, B. coagularis dan 
B. stearoformis memiliki aktivitas protease 
pada pH 7,5. Trismilah dan Sumaryanto 
(1997) juga melaporkan B. megaterium 
DSM 319 memiliki aktivitas protease pada 
pH 7,5. Protease bakteri Pseudomonas 
aeruginosa memiliki pH yang sama dengan 
isolat T1S1 dan T3S2 yaitu pada pH 8 
(Baehaki et al., 2008).  Naiola dan 
Widhyastuti (2007)  menjelaskan bahwa 
peningkatan dan penurunan aktivitas enzim 
dapat dipengaruhi oleh berbagai faktor di 
antaranya kondisi suhu dan pH. pH juga 
berpengaruh terhadap kecepatan aktivitas 
enzim dalam mengkatalisis suatu reaksi 
Setiap enzim memiliki pH optimum di 
mana pada pH tersebut struktur tiga 
dimensinya paling kondusif untuk mengikat 
substrat. 
 Menurut Lehninger (1982) pH 
sangat mempengaruhi reaksi enzimatik 
dimana perubahan pH berakibat langsung 
terhadap gugus-gugus ionik enzim, 
sehingga mempengaruhi aktif enzim dan 
konformasi enzim. Selain itu perubahan pH 
terlalu besar diatas pH optimum 
menyebabkan denaturasi enzim. (Winarno, 
1995) menyatakan bahwa enzim 
menunjukkan aktivitas maksimum pada 
suatu kisaran yang disebut pH optimum 
yang umumnya antara pH 4,5 – 8. 
 
Efek agitasi  terhadap isolat  bakteri M1-23 
 
Gambar 3. Efek agitasi  terhadap produksi 
protease 
 
Gambar 3 menunjukkan bahwa setiap 
perlakuan memperlihatkan rata-rata 
produksi protease  yang berbeda nyata satu 
sama lainnya, yaitu  pada perlakuan 125 
rpm menunjukkan rata-rata produksi 
protease paling  tinggi dan 200 rpm 
menunjukkan rata-rata produksi protease 
paling rendah. Seperti halnya suhu dan pH, 
agitasi juga berpengaruh terhadap aktivitas 
produksi protease. Penurunan oksigen 
menyebabkan penurunan dalam laju 
pertumbuhan sel-sel di dalam media 
fermentasi, sehingga produksi enzim juga 
menurun. Proses fermentasi secara umum 
adalah aerobik, sehingga membutuhkan 
oksigen. Jika dilakukan pengocokan lebih 
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tinggi maka akan menyebabkan banyak 
terdapat buih, dan menyebabkan 
kekurangan oksigen. Hal ini sama dengan 
penelitian yang telah dilakukan oleh 
Nasrazuhdy (2013) yaitu produksi protease 
bakteri proteotermofilik menunjukkan 
aktivitas paling tinggi pada agitasi 125 rpm. 
Penelitian Agustien (2010) 
menunjukkan produksi protease alkali dan 
keratinase dari Brevibacillus agri A-03 
dihasilkan  pada agitasi 150 rpm. Dari hasil 
yang didapatkan semakin besar agitasi yang 
diberikan maka semakin kecil produksi 
protease yang dihasilkan. Gambar 3 juga 
menunjukkan bahwa semakin cepat 
pengocokan, maka semakin rendah 
produksi enzim. Hal ini disebabkan 
kecepatan pengocokan media produksi 
enzim mengakibatkan terbentuknya buih 
sehingga bakteri tidak maksimum 
menghasilkan enzim. 
Menurut Kumar dan Takagi (1999) 
agitasi merupakan faktor yang penting 
dalam menghasilkan enzim, karena agitasi 
akan berpengaruh terhadap homogenitas 
nutrisi, kultur dan penyediaan oksigen pada 
medium. Menurut Stanbury dan Whittaker 
(1984) buih yang ditimbulkan pada medium 
akibat agitasi yang tinggi dapat 
menyebabkan penurunan aktivitas dalam 
menghasilkan enzim. Menurut Utarti et al., 
(2009) agitasi bertujuan untuk 
mempertahankan homogenitas campuran 
media, oksigen, dan kultur mikroorganisme 





Dari penelitian yang telah dilakukan 
tentang pengaruh faktor abiotik terhadap 
isolat bakteri M1- 23 penghasil protease  
alkali dapat disimpulkan bahwa : 
Suhu inkubasi dan pH optimum dalam 
produksi protease dari isolat bakteri M1- 23 
yaitu pada suhu 55
0
C dan pH 7,5. Agitasi 
terbaik dalam produksi protease dari isolat 
bakteri M1-23 yaitu pada agitasi 125 rpm. 
Adanya interaksi antara suhu dan pH yaitu 
pada suhu 55
0
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